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ELISA-Kit zum Nachweis von ProkoIIagenase 3 in KOrperflflssigkeiten 
und ZeUfeulturfiberstandexi 



Die 'BrGxkAxxng betrifEl einen ELISA-Kit zum Nachweis von Prokolkgenase 3 in 
KOipeidElDssigkeiten, insbesondere in ISerum imd Gelenkfiiiissigkeit des Menschetx sowie 
in ZeUkulturaberstSiiden^ und monoklonale Andkdrper, die Prokolkgenase 3 speziJBsch 
erkennen. 

AjQiwendxmgsgebiete sind die Medizin und hier besoxxders die mediziaische Diagnostik. 

Die enzyme-linked immunosorbend assay (ELISA)-Techjtuk ist gegenwartiger 
Technologiestandaid in klinischen Labors. Mit dieser ' Teohnologie kGnnen u.a. 
Markeiproteine f!lr bestimmie Kxankheiten* in Koipetflnssigkeiten von Patienten 
bestimmt werden. 



Matrix Metalloproteinasen (MMPs) bilden eine FamiUe ans sezemierten und 
menxbrangebimdenen Endoproteinasen, die extrazelliilare Matti^qproteine hydrqlisieien 
(Nagase, H. and Woessner, F. Jr., J. BioL Chexn. 1999. 274, 21491-21494). Auf der 
Grimdlage ihrer bevorzog^ien Substrate und sttuktoieller Merkmale kann man MMP$ in 
20 Kollagenasen, Gelatinasen^ Stromelj^ine und Membran-Typ Metalloptoteasezx einteilen. 

Kollagenase 3 CMMP-13) wird von Zellen als inaktives Zymogen , der ProkoIIagenase 3 
(PiD-MMP-13), jfreigesetzt xmd extrazelhiter durch die Abspaltung.eines Propeptlds 
aktiviert. 

25 . . ' . • • ' ; • • 

Sowohl Kollagenase 3 als auch ProkoIIagenase 3 sind typischerweise im 
ausdifferenzierten, adulten Gewebe nicht nachweisbar. Ihr Vorkoanmen ist jedoch im 
Zusanoumenhang mit einer ganzen Reihe von destruktiven Krankheitsbildem 
beschrieben: Bei der Ansbildung von Brustcarcinomen (Nielsen BS et al,, Cancer Res. 
30 2001 61:7091-7100), Rheumatoider Aittdtis (Westhoff CS et al.. Arthritis Rheum. 
19.99 42; 15 17-1527) und Osteoarthrose (Shlopov BV et al. Arthritis Rheum. 1997 
40:2065-2074) ist der Gehalt an ProkoIIagenase 3-mRNA m den betroffenen 
Gewebetypen stark hochregulieit. Diese Erkenntoisse machen detitlich, dass 
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a) einen fasten Trager mit daran gebundenen tnonoklonalen AntiKaipem, die 
, sensitiv und spezifisch humane ProkoUagenase 3 binden; 

b) humane rekombinante ProkoUagenase 3 als Standard zur quantitativen 
Bestbananxjng dieses Enzyms in Korperflllssigkeiten und Zellkultur- 

5 tiberstanden; 

c) eii^en Puffer zmx Herstellen einer Standardreihe der .rekonoibinanten 
ProkoUagenase 3; ' ^ ' • 

d) eihen Puffer zum Verdtinnen der zu untersuchenden Proben; 

e) ein detektierbar maxkiertes Konjugat, das.an ProkoUagenase 3 bindet; und 
10 f) ein Substrat, das die Sichtbannacbung des detektierbar noiarkierten Konjugats 

erlaubt, 

wobei es sich bei den unter a) genannten mbnoklonalen Antikdrpem vorzugsweise um 
y^^^ Atiti-MMF*13 Klon. M34 (mou$e} handelt. und besonders bevorzugt vm monpklonale 

AntiikOiper, die vdn dem Hybridom mit dar Hinterlegungsniiinmer |PSM „i gebildet 
• 15 werden. 

.Als detekderbar maxkiextes Konjugat wird entweder eine Komhinatioix von zwei 
Kon^onenten eingesetzt^ wobei es, sich bei der ersten Komyponente um biotinylierte 
AntikOrper handelt, die. an ProkoUagenase 3 binden; und als zweite Komponente um dn 
20 tocbpolymeres Streptavidin-Koiiixigat, das an die biotinylierten AntikSiper bindet 

Altemativ dazu kOnnea auch kox^Jugierte Antikorper eingesetzt werden, die an 
ProkoUagenase 3 bindea 

25 Die Antik6rper> die als Konjugat fungieren, k<5nnen monoklonale und/oder polyklonale 
AntikOiperaein. 

Kfianane rekombinante ProkoUagenase . 3, die in eukaiyontischOT Zellen (Sf9-ZeIIen) 
^eiTgpdmiert wutde^ wird als Standard zur quantitativen Bestimmung der ProkoUagenase 3 in 
30 KOrperfl^sigkeiten und ZeUkulturiiberstanden eingesetet. Sie Uegt antvireder in LOsung 
Oder in gefriergetrockneter Form vor, in der sie mehrere MonaCe olme QuaUtatsverlust 
halftar ist Bei VorUegen in geftiergetrockneter Form xnuB die irekombinante 
ProkoUageiJiase 3 vor Benutzung zunSchst durch Zugabe. von destUliertem Wasser 
rekonstituiert werden. 
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Der iiir die Verdiinnung von zii uiitersuchendea Proben vorgesehene Puffer caithait neben 
blockierenden irod stabilisieretidea Subsjanzen unter anderem Natriumcitrat Es zeigtesich 
flbeiraschen.derweise,.dass dieses Reagenz fiir die Vorbereitung von Setum des Meoshbea 
5 zurMessungvojaProkollagenaseSbesondersgutgeeignetist ' . 

Der Puffer zum HetsteUen dner Standardreaie der rekombin^ten Prokollagenase 3 zur 
Mesfsirag dieses Maridas ia Senrai ent^ 

10 Ala feste TiSger werden vorzugswdse Mikrotiteiplatten verweadet, an die dw 
erfindungsgemaOe monoklonale AntikOtper gebunden ist Diese • Mikrotiterplatten 
werden.so produziert, dass sie mehrere Monate ohne QuaUtfitsverlust gelagert yvetdea. 
konnen. • ■ ' 

15 Gegenstand der Ecfittdung sind auch monoWonale AntikOiper, die Prokonagenase 3 
spezifisch takennen und binden, wobei diese monoklonalen AntikOiper von der 
Hybridoinzeminie mit der Hinterlegungsnummer pSM .J produziert vraidm hzw. 
Eigenschaften wie die monoidonalen AntifcBxper sas der Hfybridomzelffinie mit der 
Hiaterlegungsoammer PSM ,^ aufweiseo. ' . 



20 




25 



30 



Zur Brfindung gehOren ebenso Antikoiper, die Eigenschaften wie die monoklonalen 
AntikOtper aus der Hybridomzelliinie mit der Hinterlegungsmanmer IDSM J aufweiseo, 
die jedoch biochemisch oder molekularbiologisch verandart Oder synthetisch sein kannet), 
wobei dem AntikOiper ggf. Teile, die fiir die Erkeontmg der Prokollagenase . 3 niciht 
notwendig sind, ganz oder teilweise feMen bzw. diese Teile durch andeore ereetzt sind. 



Die Hybridomzemitue mit der Hinterlegungsnummer jPSMj ist ebenfells . Gegenstand der 
. Erfinduing,' 

Durch den «:findmigsgemaBen EtiSA-Kit wird der Nachweis von Prokollagenase 3 in 
Keiperflttssigkciten, ingbesondere in Serum und Gelesokflussigkeit des Menschen, sowie 
in ZellkulturOberstanden mit hoher Sensitivitat ermeglicht und damit dieser potentielle 
Kiankheitsmarker der medizimschen Diagnostik besser zugSngUch gemacht 
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Im Vergleich zu dem Biofrak^ Matrix MetaUoprotelnase-13 EUSA system ist die 
Sensitivitat des erfindungsgemaflen ELISA-Kits um den Faktor fiinf haher,: Bei 
Untersiichimgen von hiimanem Serunx mit dem erfindungsgemaBen ELIS A-Kit laJ3t sich 
die Sensitivitat sogar auf mehr als ^lehnfach steigem. In Zahlen ausgedruckt, liegt die 
5 untere Nachweisgrenze des ELISAs bei 6 pg ProkoUagenase 3 / ml Ptobej 

Die bei der Messimg ennittelte Standardkurve durch Untersnchung einer mitgejfuhrten 
huxnanen rekombinanten ProkoUagenase 3 ist iiber den gesamten Messbereich linear 
.und erlaubt eine schnelle Berechnimg des Kollagenasegehaltes in Proben mit Hilfe der 
dem Standardverlauf zugmnde Uegenden Regressionsgeraden. Bin weiterer 
entscheidender Vorteil ist, dass der EUSA-Kit im Kflhlschrank gelagert werden kann^ 
was die Handhabbaikeit und Verbraucherfreundlichkeit wesentlich verbessett 

Der erfindungsgeraflBe ELISA-Kit zunx Nachweis von ProkoUagenase .3 wei$t 
insgesamt iOr den Endverbraucher eine mindestens einmonatige Haltbarkeit auC Dib 
Produktion erfolgt nach Standards der EN 46001 und EN ISO 900L Der m-ISA-Kxt 
bietet erstmals die Mdglichkeit zur Untersuchu^g von Gelenkfllissigkejt 

Die Erfindung^ soil nachsttehend durch Beispiele und Abbildungen nSher erlSutert 
20 werden. 

Beispiel 1: Herstellung und f^creentng der monoklnnalen AntikOrpet . 

Ziir Immuni$ierung wurden Mause verwendet Als Antigen diente humane 
rekombinante ProkoUagenase 3,^ die in Sf9-ZeUen exprimiert wurde. Das Antigen wurde 
folgendermaBen vorbereitet: 50 ^g MMP-13 in 100 ^1 PBS + 100 p.1 6M Hamstofif 
wurden vorgelegt. Zn dieser Losung wurden 100 |il CFA oder IFA gegeben. 
i)ie Injefction wurde nach folgehdem Schema durc^^ * 
Tag 0: 50 [ig MMP-13 intraperitoneal in CFA 
Tag 13: SO (ig intraperitoneal in IFA 
Tag 41: 50 ^g mtravenOs in 1 ml PBS 

Tag 44: Hybridisierung von Pre-Lymphozyten mit Milz- und SP 2/0 MyelomzeUen. - 
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Es wurden drei Hybridisierungen aus ein und derselben Milz mit verscbiedenen 
Lympho2ytemnengen durchgeflihrt. Die dritte Sybridisierung war erfolgreich. 
tiberstande der ausgewachsenen Hybridome wutden im BLISA getestet. Dazu wurden 
100 iil rekombinante humane ProkoUagenase 3 (1 ng/ial in PBS) in den Napfen einer 
Titerplatte iiber Nacht bei 4 °Q iimmobilisiert und nach 3 Wasch-ScJbdtten (PBS mit 
0,05 % Tween® 20) mit einem Blockierungspuffer (1 % BSA in PBS) 2wei Stunden 
blockiert Jeweils 50 fil der ^llkulturOberstande sowie Positiv- und Negativkontiollen 
wuxden fur eine Stunde (37 °q) in die NSpfe gegeben. Nach dieser Inkubation wurde die 
Platte dranjal gewaschen und fOr eine weitere Stunde (37 "Q 100 ^l Anti-Maus 
.IgG(H+L)-POD-Konjugat zugegeben. Nach weiteren . fiinf Waschungen wurde der 
POD-Gehalt in den NSpfen rait je 100 fil TMB Substrat (20 min,. RT) detefctierL Die 
Reaktion wurde init 50 jil 2 M H2SO4 gestoppt und die Absoiptidn bei 450 nm 
gemessen. 

Die im ELISA positivett Hyferidomiibarstande wurden bis zur MonoldoiiaKtat Mbniert 
imd rekloniert. Es wurden 5 unabhSngige monoMonale Antikfifper erhaiten,. aus denoi 
•Ihsgesamt 12 SubMone mit teilweise vcrandatrai AfiSiutaten gewonnen wurden. Eine 
Hybridomzellinie, die die eifindungsgemaJBen raonoklonalen Antikarper Airti-MMP-lS 
Klon M34 (mouse) -produziert (IgGl), wurde bei der Deutschen Sammlung von 
Mikroorganismen und ZeUkidturen QnbH (DSMZ5 in Brauiiachweig unlet der Nummer 



20 |DSM ...1 am |xxx h interlegt 



Beispiel 2; DurchfBbmngr des ELTSAa 




25 



30 



Dab Prijozip des ELISAs ist in Abbildung 1 dargestellt. Zw Durchfuhxung des ELISAs 
wird aus der humanen rekoinbinanten Prokollagenase 3 eine Verdtinnungsreihe als 
Standard erstellt, die die rekombinante Prokollagenase 3 in folgendeii Konzentrationen 
enthalt: 2000 pg/ml, 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/u^ 125 pg/ml. 62,5 pg/ml, 31^25 
pg/ml, 0 pg/ml-. Wenn der Prokollagenase. 3 Gehalt in Sehim bestiaomt werdai soil, 
wird die StandardverdQnnmig mit eincra speziellen PuSersystem bergestell^ das 33 % 
humanes Serum enth^t. Jeweils : 100 jil dieser Standaidvetdflnnungen wetden in 
Doppelbestimmung in die Vertiefbngen der Mikrotiterplatte, an die monoklonale 
AntikOrper aus der Hybridomzeminie mit dear Hinterlegun^ummer tPSM ..J gebundea 
sind, pq)ettiert. Die zu messenden Proben (Zellkultunnedium, Gelenfcflflsagkeit Oder 
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Sei«m) werden niit dem flir die Probenvorbereitung vorgeseiienen Puffer verdtinnt. Von 
den verditanten Proben werden dann ebenfells jeweils 100 nl in Doppelb^gfemnung 
aufgetragen. - 

Nach 90 Miniiten Mcubation auf einem Schflttler bei Raumtetnperatur wird die 
Mikiotiterplatte nrit dem Waschpuifer vier Mai gewaschen und danach diirch 
Ausschlagen auf PapierhandtOchem die verbUebcne FWssigkeit entfemt. Es folgt der 
Eintrag von jeweils 100 jd DetektionslOsung 1, die biotmylierte AntikSiper entbalt, in 
aUe benutzten Wells der ACkrotiterplatte. Hieibei handelt es sich entweder urn 
polyklonale Antik&per Oder aber um .einen monoklonalen Antikoiper Oder einen 
Cocktail aus mehreren monoklonalen Antikeipem. Nach weiteren 90 Minuten 
liikubation wird die Mibrotiterplatte wiedemm vier Mai gewaschen «nd auf einem 
Papiertiich ausgeschlagen. Die Detektionsl6sung 2. bcstehend aus einem Str^tavidin- 
Perbxidasekonjugat und einem Verdfinnungspuffer, wird gemSS Anweisung hergesteUt 
und wiederum jeweils 100 ^l in die entsprechendan. Yertiefhngen der MOnotiteiplatte 
15 pipettiert. Es folgt eine weitere Ihfcubation yon 30 Mimiten. Danach wird die 
Mikrotiteiplatte sechs Mai gewaschen und ausgeschlagen, niit lOp ^1 pro Vertiefiing 
Substratldsung (Tetramethylbenzidin) versehen und im Dunkehi fllr 15 Minuten.. 
inkubiert.. Nac|i Ablauf der Zeit werden 100 m1 Stopplosung (0,5 M SchwefelsSure) den 
Vertiefimgen zugesetzt imd die Mikiotiterplatte bei 450 ' nm in einem 
20 Mikrotiteiplattenreader gemessen. Die Intensitat der optischen Dichte entg>richt dem 
dehalt an Prokollagenase 3. 

Bgispiel 3: UntgfSHCtmng.Yon KdroerflassmkeiteT. mit RLTSA-TCit 

25 In AbbUdung 2 werden die Ergebnisge der Untersuchung von Serum (2A) und 
Oelenkflfissigkeit (2B) von Patienten mit diagnostisderter Osteoarthtose dargesteUt. Der 
BLISA-Kit detektiert unterschiedliche Kon^trationen in diesen Proben; Es zdgt sich, 
dass etwa 20% der Serunaproben und 40% der Gelenkfltlssigkeitsprobeai 
Prokollagenase 3 positiv sind. In Abbildung 3 smd Messergebnisse in Patientenseren 

30 mit diagnostizierter rheumatischer Erkrankung dargesteUt Auch hier detektiert der 
ELISA-Kit in etwa 20 % der Fille einen erhehten Prokollagenase 3 Gehalt in den 
Proben. 

Beim ^kten Vergleich zwischen dem erfindungsgemaBen ELISA-Kit und dem 
Biotrak'^ Matrix Metalloproteinase^lS EUSA system zeigt sich, dass nur der 
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beanspmchte ELISA-Kit in den imtersuchten Proben in der Lage ist, ProkoUagenase 3 
zu detektieren (Abbildung 4). 
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Liegende zu den Abbttduagen 

S Prinzip des Nacbweisverfahrens 

Scbritt 1: lokubation von Standards oder Proben auf der Titerplatte, Spezifiische 
Bindung von Prokollagenase 3 (MMP-13) (Dauer: 90 Minuten) 

10 Schntt 2: Detektioxi der gebimdenen Prokollagenasc 3 (MMP-13) mitbiotinyliertcni 
Antikdxper (Dauen 90 Minuten) 

Schrltt 3: Zugabe von Stiisptavidm-Peroxidase-konjugat (DBXX&r. 30 Minuten) 
» 15 Schritt 4: Farbentwicjklung nach Zugabe von TMB-Substtat (Dauer 15 Miauteri) 
Abbildung2A!.. 

Messung des Gehaltes an MMP- 1 3 im Serum von Patienten mit diagnostizierter 
20 Osteoarthrose 

Abbildimg^B! 

Messung des Gehaltes an MMP-13 it der Gdenkflussigkeit von Patienten mit 
25 diagnbstLderter Osteoarthrose. 

' Abbildiin^ 3> 

Messung des Gehaltes an MMP- 1 3 im Serum von Patienten mit diagnostizierter 
30 rheumatischer Erkranfcung. 1 8 % der Patienten sind im Test dndeutig positiv. 

AbbiMving 4; 
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Messung des' Gehaltes an MMP-13 im Serum von Patienten . mit diagnostiziettedi 
rheumatischen Eriorankungen, Die Messraig der gleichen Proben wurden rait dem 
Biotrak® Matrix Metalloproteinase-1'3 ELISA system bzw. dem beanspruchten ELISA 
(InviLISA) dimchgefuhrt. Das Prodiikt des Wettbewerbefs ist nicht in der Lage, MMP- 
.13 in der Konzentration bis zu 500 pg/ml in humanem Serum nachzuweisen. • 
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Schatzanspruche 

1. ELISA-Kit zum Nachweis von Prokollagenase 3 in K^Srperfliissigkeiten, 
insbesondere in Serum nnd . GelenkftHssigkeit de3 Menschen, sowie in 

5 ZeUkultuiliberstanden, umfassend in separater Verpackung wenigstens: 

g) einen fest^n Trager rait daran gebundenen monoklonalen 
AntikOrpem, die sensitiv iind spezifisch humane Prokollagenase 3 
binden; 

h) humane rekombinante Prokollagenase 3 als Standard zur 
10 quantitativen Be$tixnmung dieses Bnzyms in KOrpexflussigkeiten; 

i) einen Puffegt: zum Herstellen einer Standardreihe der lekombinanten 
Prokollagenase 3; 

j) dnen Puffer zum Verdunnen der zuuntersuchenden Probe; 
k) ein detektiexbar niarkiertes Konjugat, das an ProkoUagenase 3 bindet^ 
15 1) und ein Substiat, das die Sicbtbarmachimg des detektierbar 

markierten Koryugats erlaubt' 

2. ELISA-Kit nach Anspruoh 1, dadurch gekennzeichnet, dass . 

\ es sich bei den monoktonalen Antikfitpem, die an den festen TrEger. 
20 gebunden sind, vorzugsweise um monoklonale AntikOxper handeW, die von 

deni Hybridom mit der Hinterlegungsnuimner IDSM , J gebttdet weiden. 

3. ELISA-Kit naeh Anspruch 1 xmd 2, dadurch gekennzeichnet, dass 

als detekderbar maridertes Konjugat eine Kbmbination von zwei • 
25 ' ' Komponenten eingesetst wird, wobei es sich bei der erslen Komponente 

Tim einen biotinylierten Antikdiper handelt, der an ProkoUagenase 3 bindet; 
und als zwexte Komponente ein hochpolymeres Streptavidin-Konjugat 
eingesetzt wird, das an die biotinylierten Aatikoiper bindet 

30 4. ELISA-Kit nach Anspruch ! und 2, dadurchgekemizeichnet, dass 

als detektierbar qaiaxldertes Konjugat ein konjugierter Antikdiper eingesetzt 
wird, der an Prokollagenase 3 bindet, 

5. ELISA-Kit nach Anspruch 1, 2 -und 4, dadurch gekennzeichnet, dass 
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25 



30 



12 • 

(fie Atttikdzper, die als Konjugat fbngi^en, monoklonale und/oder 
polyklonale Antik6iper sind. - 

' 6. ELISA-Kit nach Anspmch 1-5, dadixrch gekennzeichnet, dass 
5 die als Konjugate eingesetzten Substanzen mit alien tiblichett Substanzen 

, . konjugiert werden k5imen, vorzugsweise miu 

« Meerrettichperoxidase 

alkalischer Phosphatase. , ' . 

10 7. ELISA-Kit nach Ajospruch 1-6, dadurch gekennzeichnet, dass • 

die als Standard eingesetzte humane xekombinante Ftokollagraiase 3 in 
eukaryontischen ZeUen exprimiert wurde und in L5sizng oder lyophilisieat 
vorliegt 

15 8. ELISA-Kit nach Anspmch l-7» dadtixch gekennzeichnet, dass 

der Puffer ziim VerdQnnen der zu untersuchenden K6ip«iltissi^eiten 
imd Zellkulturaberstande Na^nmcitrat entibait. 

9. ELISA-Kit nacH Anspmch 1-8, dadurch gekemizeichnet, dass 
20. al5festeTragervorwieg©adMilax>tit«plattenei^^ 

10. Monoklonale Antikoiper, die ProkoUagenase 3 spezifisch erkennen und binden, wobei 
diese mohoklonalen Antikftper Eigenschaften wie die monoklonalen Antikdiper .aus 
der Hybfidoxnzelllinie mit der Hinterlegungsnumnier [DSM ...| ayfweisen. 



11. Monoklonale AntikOiper nach Anspmch 10, wobei die monoklonalen Antikoiper 
biochetnisch oder molekularbiologisch verandert oder synthetisch sein fcOnnen, wobei 
den Antikerpem ggf, Teile, die fiit die Erkennung der ProkoUagenase 3 nicht 
notwoidig sind, ganz oder teilweise fdilea bzw. diese Teile durch andere ersetzt sind. 

12. Monoklonale Antikdrper nach Anspmch 10-11, die von der HybridoinzelBinie mit der 
Hinterl^ngsnunamer [DSM »J pTDduziert werden. 
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13- HybridomzeUiinie mit der HinterleguDgsaunamer IDSM .J 
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71 Patienseren mit diagnostizierter Osfeoarthrose 
(2.n. Knie- oder Hiiftgelenks-OP) 

(eindeutig Positive: 23%) 
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Abbildung2B: 



GelehkflUssigkeit von Patienten mit dfagnostizlarter Osteoarthrose 
(Z.n. Knie- oder Haftgelenks-OP) 

(efndeutig. Positive 43 %) 
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Abbjidung 3: 
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